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AIDS (Acquired immunodeficiency syndrome; 後天性免疫不全症候群) 
ATP (Adenosine triphosphate; アデノシン三リン酸) 
AZT (Azidothymidine; アジドチミジン) 
AZT-DP (AZT diphosphate; AZT 二リン酸) 
AZT-MP (AZT monophosphate; AZT 一リン酸) 
AZT-TP (AZT triphosphate; AZT 三リン酸) 
cDNA (Complementary DNA; 相補的 DNA) 
CypD (Cyclophillin D; サイクロフィリン D) 
DHE (Dehydroethidium; ジヒドロエチジウム) 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; ダルベッコ改変イーグル培地) 
Drp1 (Dynamin related protein 1) 
FBS (Fetal bovine serum; ウシ胎児血清) 
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; グリセルアルデヒド三リン酸脱水
素酵素) 
GTP (Guanosine triphosphate; グアノシン三リン酸) 
HAART (Highly active antiretrovirus therapy; 高活性抗レトロウイルス療法) 
HIV (Human immunodeficiency virus; ヒト免疫不全ウイルス) 
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HPLC (High performance liquid chromatography; 高速液体クロマトグラフィー) 
HRP (Horseradish peroxidase; 西洋ワサビペルオキシダーゼ) 
IC50 (Half maximal inhibitory concentration; 50%阻害濃度) 
Ig (Immunoglobulin; 免疫グロブリン) 
MA-5 (Mitochonic asid-5; ミトコン酸-5) 
Mff (Mitochondrial fission factor) 
Mfn1/2 (Mitofusin 1/2) 
MOI (Multiplicity of infection; 感染多重度) 
mPTP (Mitochondrial permeability transition pore; ミトコンドリア膜透過性遷移孔) 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; 米国国立生物工学情報センター) 
NRTIs (Nucleoside reverse transcriptase inhibitors; ヌクレオシド系逆転写酵素阻害薬) 
OCR (Oxygen consumption rate; 酸素消費速度) 
Opa1 (Optic atrophy 1) 
PBS (Phosphate buffered saline; リン酸緩衝生理食塩水) 
PCR (Polymerase chain reaction; ポリメラーゼ連鎖反応) 
ROS (Reactive oxygen species; 活性酸素種) 
TMPK (Thymidylate kinase; チミジル酸キナーゼ) 
VDAC (Voltage-dependent anion channel; 電位依存性アニオンチャンネル) 
WT (Wild type; 野生型) 
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1. 要約 






ジドチミジン (3’-azido 3’-deoxythymidine; azidothymidine; AZT) 、特にその活性化代謝
物である AZT 三リン酸 (AZT-triphosphate; AZT-TP) がミトコンドリア機能障害を引
き起こし、心筋障害モデルとして使用したラット胎児心筋芽細胞由来 H9c2 細胞を細
胞死に誘導したことを報告する。AZT 100 µM を添加し 48 時間培養することで AZT-
TP が細胞内に蓄積し、ミトコンドリア管状ネットワークが破綻した。AZT 添加処置
後に Drp1 (dynamin related protein 1) とミトコンドリア Drp1 レセプター  Mff 
(mitochondrial fission factor) の mRNA 発現は増加し、Opa1 (optic atrophy 1) の mRNA
発現は減少した。AZT 添加処置により、タンパク質発現レベルでは Drp1 のミトコン
ドリアへの転移の増加、Mff の発現増加、機能性 Opa1 の発現が減弱し、その結果と
































して生成する活性酸素種 (Reactive oxygen species: ROS) により、ミトコンドリア自身
が傷害される。細胞は、この酸化的ストレスによるミトコンドリア傷害に対してミト




合成、細胞質内の局在および分布が含まれており 1-2)、グアノシン三リン酸 (guanosine 
triphosphate; GTP) の加水分解反応を利用する生化学的過程が、正常な細胞機能の維持
に重要であることが知られている。GTP 加水分解酵素 (GTPase) でありエンドサイト
ーシスに関わるダイナミン相同タンパク質である Drp1 (dynamin related protein 1) に
よってミトコンドリア fission は制御されている。一方、ミトコンドリア fusion は
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GTPase であるダイナミン様タンパク質、すなわち Mfn (Mitofusin) 1/2、Opa1 (Optic 
atrophy 1) に制御されている。酸化的リン酸化反応の副産物 ROS により傷害されたミ






	 高活性抗レトロウイルス療法 (Highly active antiretrovirus therapy; HAART) のような
抗レトロウイルス薬多剤併用療法は、ヒト免疫不全ウイルス (human immunodeficiency 
virus; HIV) 感染を治療する目的に発展してきた。長期間の HAART 適応は、筋障害、
神経障害、脂質異常症、糖尿病、膵炎、肝不全、リポジストロフィーといった様々な
副作用と関連している 3-5)。HAART のレジメンの多くにはアジドチミジン (3’-azido 3’-
deoxythymidine; azidothymidine; AZT) をはじめとするヌクレオシド系逆転写酵素阻害
薬 (nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NRTIs) が含まれており、これらの薬剤の
長期使用によりミトコンドリアが傷害されて心筋障害を引き起こすことが、HAART
の治療成果を減じさせている 6-7)。これまでの研究で AZT はミトコンドリアの構造を
変化させ、呼吸鎖酵素活性を低下させるとともにミトコンドリアのアデノシン三リン
酸 (adenosine triphosphate; ATP) 産生量を減少させることが明らかにされてきた 8-9)。 
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	 AZT は図 3 に示すようにデオキシチミジンアナログであり、細胞内で三段階の連続
的リン酸化反応により活性化三リン酸代謝物 (AZT-TP) に変換される 10)。ヒトチミジ
ル酸キナーゼ (thymidylate kinase; TMPK) は、AZT 一リン酸 (AZT monophosphate; 
AZT-MP) から AZT 二リン酸 (AZT diphosphate; AZT-DP) への変換を触媒するが、そ
の変換効率が低いため細胞内には中間代謝物の AZT-MP が蓄積する（図 3）11)。このこ
とから、AZT 毒性に関与するのは AZT-MP であると従来考えられてきた 12)。逆に活性
化代謝物である AZT-TP は抗ウイルス活性を有するが、細胞内での濃度上昇が AZT を
長期間適用してもなかなか得られないため、in vitro でも in vivo でもその細胞に対す
る抗ウイルス活性及び毒性は不明であった。TMPK のアミノ酸配列を改変し、基質結
合部位のタンパク立体構造を変化させることで、触媒活性を飛躍的に増加させる試み
11, 13)が報告され、この高活性変異型 TMPK を用いて抗ウイルス作用の確認や新たな
NRTI の創薬につながる可能性が示唆された。佐藤らは、遺伝子治療関連研究として
AZT 及び高活性化変異 TMPK 遺伝子の組み合わせに注目し、触媒活性をおよそ 250
倍に高めた変異型ヒト TMPK 遺伝子を設計してラット胎児心筋芽細胞に遺伝子導入



























4.1. H9c2 の培養 
	 ラット胎児心筋芽細胞 H9c215)（大日本住友製薬株式会社，大阪府）を入手し、10%
ウシ胎児血清 (fetal bovine serum; FBS) (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 、 ペ
ニシリン 100 単位/ mL  (ナカライテスク株式会社, 京都府) 、ストレプトマイシン
100 µg/ mL (ナカライテスク株式会社, 京都府) を加えたダルベッコ改変イーグル培地 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DMEM) （和光純薬工業株式会社, 大阪府) を培地
とし、37 ℃ 5% CO2 濃度恒温槽で維持培養した。 
 
4.2. 組換えレンチウイルスの作製 
	 Sato らが以前報告した方法を用いて、ヒト TMPK cDNA (complementary DNA; 相補
的 DNA)を組み込んだ水疱性口内炎ウイルス由来糖タンパク質偽型化遺伝子組換えレ
ンチウイルスを作成した 14, 16)。組換え TMPK としてヒト野生型 TMPK とヒト変異型
TMPK を用いた。変異型 TMPK は、N 末端から 16 番目のアルギニンをグリシンに置
換 (R16G) することで、TPMK 基質結合部位 (P-loop) の立体構造を変化させ、さらに
基質同士の結合を強固にする LID と呼ばれる構造を大腸菌由来のものに変換 (Large 
LID; LL) することで、AZT-MP から AZT—DP への触媒活性を約 250 倍に増加させる
ように設計した 11, 13)。遺伝子導入 48 時間後のウイルス上清を回収し、SW-28Ti スウィ
ングバケットローター遠心機 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) を用い、72,500 ×g で
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4 ℃ 2 時間超遠心してウイルス粒子を沈殿させた。沈殿ウイルス粒子を、少量の 10 % 
FBS 含有 DMEM に懸濁した。組換ウイルス感染力価は、ウイルスに組込まれている
ヒト CD19 の HEK293T 細胞表面への発現率を用いて定量した。感染 72 時間後にフィ
コエリスリン (PE) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) で標識したマウスモノク
ローナル抗ヒト CD19 抗体で細胞を染色し、FACS Canto Ⅱ (BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA) を用い蛍光活性化細胞選別 (FACS) 解析した。データは Diva ソフト
ウェア (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) で解析した。 
 
4.3. 抗 TMPK 抗体の作製 
	 抗ヒト TMPK ウサギポリクローナル抗体（Sigma-Aldrich Japan，東京都）を作製し
た 。すなわち、ヒト TMPK  C 末端 15 個のアミノ酸配列  (199-212: 




	 8 µg/ ml 硫酸プロタミン存在下に MOI (multiplicity of infection; 感染多重度) 20 で濃
縮ウイルスストック (4.2.の組換えレンチウイルス) を H9c2 細胞に感染させた。感染
細胞を 5 日間培養し、遺伝子導入効率をウエスタンブロッティングで評価した。培養
密度 80%の細胞を、10 mM リン酸緩衝液 (pH7.4) 、 NaCl 150 mM 含有冷リン酸緩衝
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生理食塩水 (phosphate-buffered saline; PBS) で 3 回洗浄し、4 ℃のタンパク分解酵素
阻害剤含有冷 Radioimmunoassay precipitation assay buffer（RIPA buffer）に溶解した。細
胞抽出液のタンパク濃度はビシンコニン酸 (BCA) タンパク定量キット（ナカライテ
スク，京都府）で定量した。等量 (10 µg) の細胞抽出液サンプルを 12.5%ドデシル硫
酸ナトリウム (SDS)-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) で分離し、ポリビリ
ニデンジフルオライド  (PVDF) 膜に転写した後にウサギ抗ヒト TMPK (1:5,000) 抗
体を結合させ、続いて西洋ワサビペルオキシダーゼ (horseradish peroxidase; HRP) 結
合ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン  (immunoglobulin; IgG) (1:10,000) (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, USA) を 用 い て 標 識 し た 。 Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP substrate (EMD Millipore, Billerica, MA, USA) で免疫活性を検出
し、Image Lab v.4 ソフトウェア (Bio-Rad) で制御された冷却型 charged coupled device
カメラを備えた Chemidoc XRS system (BioRad, Hercules, CA, USA) を用いてブロット
イメージを撮影した。対照としてマウス抗グリセルアルデヒド三リン酸脱水素酵素 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH) 抗体（1:5,000）（和光純薬工業，大
阪府）を結合させ、続いてHRP結合ヤギ抗マウス IgG（Cell Signaling Technology, Danvers, 
MA, USA）を用いて標識した。各タンパク質の発現量は、上記ソフトウェアによるデ




4.5. 細胞内 AZT 代謝物の分析 
	 細胞をそれぞれ 500 µM AZT 存在下に 36 時間培養し、5% (w/v) トリクロロ酢酸 100 
µl に再懸濁し、氷冷下に超音波ホモジナイザーで破砕した後、10,000 ´ g 4 °C にて 15 
分間遠心し細胞破片を除去した。等量のペンタン 20% トリ-n-オクチルアミンを加え、
上清を中和した。水溶性画分を高速液体クロマトグラフィー(High-performance liquid 
chromatography; HPLC) (Waters, Milford, MA, USA) カラムに直接注入した。代謝物の
分離には C18 カラム (Waters, Milford, MA, USA) を用い、4 mM テトラブチルアンモ
ニウム硫酸水素塩 (pH 7.5)含有 0.2 M リン酸緩衝液とアセトニトリルを 93:7 (v/v)の
割合で構成された移動相に流速 1.5 ml/min で流した。紫外線吸光度を 270 nm とした。
AZT 代謝物 (AZT-MP, AZT-DP, AZT-TP) の標準化合物 (Moravek Biochemicals, Brea, 
CA, USA) を購入した 14)。 
4.6. TMPK 発現 H9c2 細胞の AZT 感受性の測定	  
	 TMPK cDNA 発現 H9c2 細胞を 96 ウェルプレート (3×103 cells/ well) に播種し 24 時
間培養した。各 AZT 濃度 (0, 0.1, 1, 10, 100 µM, 1 mM) に漸増するよう調整した細胞
培養液 200 µl をそれぞれ加えた。培養 4 日後に細胞の生存性を Cell Titer-Glo 細胞
生存性測定キット (Promega, Madion, WI, USA) で解析した。 
	 アポトーシス誘導の評価には、細胞を 6 ウェルプレート (5×105cells/ well) に播種
し、AZT 100 µM の添加の有無に群分けし、培養 2 日後にアロフィコシアニン結合ア
ネキシンⅤ (BioLegend, San Diego, CA, USA) を使用して染色した。 
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4.7. 生細胞における蛍光顕微鏡によるミトコンドリア形態の解析 
	 細胞をガラスボトム皿に播種した後、100 µM AZT 存在下に 48 時間培養を行った。
その後ミトコンドリアの生細胞イメージング用に、培養液で希釈した 100 nM 
MitoTracker Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いて細胞を 37 ℃ 30 分間染色
を行い、PBS で 3 回リンスした後、10% FBS、抗菌薬、25 mM HEPES-NaOH (pH7.4) 
を添加したフェノールレッドフリー DMEM（和光純薬工業，大阪府）培地に変換し
た。ミトコンドリアの形状をレーザー走査型共焦点顕微鏡  (LSM780) (Zeiss, 
Oberkochen, Germany) で解析した。ミトコンドリアの面積は ImageJ ソフトウェア 












4.9. ミトコンドリアへの Drp1 転移の評価 
	 細胞をガラスカバースリップ上に播種し、AZT 100 µM 添加細胞および非添加対照
細胞を、48 時間培養した。ミトコンドリアは 100 nM MitoRed（同仁化学研究所，熊本
市）で 37 ℃ 30 分間染色し、4%ホルマリン/PBS で室温 15 分間固定した。非特異的
な抗体の結合を防ぎ、細胞への抗体の透過性を亢進させるため、1% BSA (bovine serum 
albmin) Fraction V (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 、5%正常ヤギ血清  (Vector 
Laboratories, Burlingame, CA. USA) 、PBS 含有  0.3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, 
St.Louis, MO, USA) で標本を 1 時間処理した。ウサギ抗 Drp1 抗体 (1:50 前述緩衝液
で希釈) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) で 4 ℃にて 18 時間処理した。
サンプルを PBS で 3 回洗浄し、CF488A 結合ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン G 抗体 
(1:500 PBS で希釈) (Biotium, Fremont, CA, USA) を添加して保温した。細胞核を DAPI 
(4’, 6-diamidino-2-phenylindole) で染色した。サンプルを Prolong ダイアモンド褪色防
止用封入剤 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) で封入した。100 倍 CFI-SR アポクロ
マート TIRF 対物レンズ (NA=1.49) (ニコン、東京) 搭載構造化照明顕微鏡を用いてミ






4.10. 定量的リアルタイム PCR 
	 セパゾール試薬（ナカライテスク）を用いて H9c2 細胞から総 RNA を抽出した。
Nanodrop 分光光度計 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) を用いて、
RNA 濃度を定量した。RNA 1 µg を ReverTra Ace ® （東洋紡株式会社, 大阪府）を用
いて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖
反応 (polymerase chain reaction; PCR) には Thunderbird® SYBR® qPCR mix（東洋紡株式
会社, 大阪府）を用い、ABI	 Prism 7500 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems, Forester City, CA, USA) にて定量を行った。内因性対照を GAPDH 遺伝子
とし、GAPDH cDNA 発現量で補正した各々の PCR 反応での相対的標的遺伝子発現
レベルをサイクル比較法（ΔΔCt 法）にて計算した。プライマーのシークエンスは
表 1 に示すごとく、NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, 
USA) の Primer3 program を用いて設計した。 
 
4.11. ミトコンドリアにおける Drp1、Mff、Opa1 発現のウエスタンブロット解析 
	 AZT 100 µM を 48 時間添加し培養した細胞と非添加対照細胞からそれぞれ
Mitochondria isolation kit for mammalian cell (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 
USA)を用いて、ミトコンドリアを単離した。Drp1 と Opa1 発現に対する AZT の効
果を、抗 Drp1 抗体 (1:1,000) 、抗 Mff (mitochondrial fission factor) 抗体 (1:1,000) 、
抗リン酸化 Drp1 (p-Drp1) 抗体（以上いずれも Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 
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USA）、抗 Opa1 抗体 (1:2,000) (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA) を用いてウエ
スタンブロッティングで解析した。対照としてウサギ抗電位依存性アニオンチャンネ
ル (voltage-dependent anion channel; VDAC) 抗体 (1:1,000) (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, 
USA) を用い、各ウェルのタンパク量を定量した。 
 
4.12. ミトコンドリア OCR の測定 
	 野生型 TMPK 発現 H9c2 細胞（以下野生型 TMPK）と変異型 TMPK R16GLL 発現
H9c2 細胞（以下変異型 TMPK）それぞれを AZT 100 µM 添加あるいは非添加対照と
し 24時間培養した。細胞 (5×104 cell/ well) をXF-24 (Seahorse Bioscience, North Billerica, 
MA, USA) の細胞培養プレートに播種し、さらに 24 時間 AZT 100 µM 存在または非
存在下に培養を継続した。ミトコンドリア OCR (oxygen consumption rate; 酸素消費速
度) を測定するために、XF Cell Mito Stress Test kit (Seahorse Bioscience, North Billerica, 
MA, USA) を使用した。その後培養液を XF assay 培養液 (Seahorse Bioscience, North 
Billerica, MA, USA) に置換した。37 ℃非炭酸ガスインキュベーターで１時間保温し、
XF-24 細胞外フラックスアナライザー (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA) 
を使用して、OCR を測定した。細胞は順に以下のごとく処理した。(a) 非薬物付加下
での基礎代謝レベルのモニター、 (b) オリゴマイシン (1 µM) を添加し、ATP 合成酵
素阻害及びそれと共役する電子伝達系反応を停止させた際の代謝レベルのモニター
（水素イオン漏出相）、 (c) ミトコンドリア脱共役剤 CCCP（カルボニルシアニド-m-
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クロルフェニルヒドラゾン） (0.3 µM) を添加しミトコンドリア最大呼吸の誘導、 (d) 
ミトコンドリア呼吸阻害剤ロテノン (0.1 µM; complex Ⅰ阻害剤) とアンチマイシン 
A (0.1 µM; complex Ⅲ阻害剤) を加えて反応を終了。OCR は Seahorse software (Seahorse 
Bioscience, North Billerica, MA, USA) を用いて計算した。 
 
4.13. ミトコンドリア内膜電位の測定 
	 AZT 100 µM 添加の有無で群分けした細胞を 2 日間培養し、200 nM の 5, 5', 6, 6’-テ
トラクロロ-1, 1’, 3, 3’-テトラエチルベンジミダゾリルカルボチアニンヨード (5, 5', 6, 
6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’-tetraethybenzimidazolcarbocyanin iodide; JC-1)  (Molecular Probes, 
Eugene, OR, USA) で染色し、フローサイトメトリーで蛍光強度を解析し、ミトコンド
リア内膜電位を測定した。 
 
4.14. ROS 産生に対する AZT の効果の評価 
	 細胞内で生成された ROS は、ジヒドロエチジウム (dihydroethidium; DHE)（和光純
薬工業，大阪） で細胞を染色することにより測定した。非蛍光染色剤である DHE は
スーパーオキサイドアニオンラジカルにより、蛍光を発する 2-ヒドロキシエチジウム
に変化する 20）。細胞を 100 µM AZT の添加の有無に群分けして 2 日間培養し、20 µM 
DHE を細胞に添加し 37 ℃で 30 分間保温した。DHE の蛍光強度をフローサイトメト
リーで解析した。各群の細胞の蛍光強度の平均値の変化を、非薬物添加対照細胞に対
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する DHE 蛍光強度の変化率として表した。 
 
4.15. ミトコンドリア膜透過性遷移孔開口アッセイ 
	 H9c2 細胞のミトコンドリア膜透過性遷移孔 (mitochondrial permeability transition 
pore; mPTP) 開口をカルセイン−コバルト mPTP アッセイ法を使用して評価した 21)。	  
mPTP は、ミトコンドリアマトリックス内タンパク質サイクロフィリン D 
(Cyclophillin D; CypD)、ミトコンドリア内膜の ATP/ADP 輸送担体、外膜の電位依存性














サイクロスポリン A は、サイクロフィリン D と結合し、mPTP 複合体形成を阻害
するため、本アッセイにおいて、サイクロスポリン A 添加は、陰性対照として使用し
た。 
100 µM AZT で 48 時間、細胞を処理したのち、トリプシンを用いて細胞を回収し
た。その後、細胞を PBS で洗浄し、2 µM Calcein-AM（calcein-acetoxymethyl ester）（同
仁化学研究所，熊本市）を加え 37 ℃にて 20 分間保温し、細胞内にカルセインを導入
した。その後、2 回 PBS で洗浄した。細胞質内のカルセインの蛍光を消去するために
5 mM CoCl2 を加え 37 ℃にて 30 分間保温し、2 回 PBS で洗浄した。ミトコンドリア
内に残ったカルセインの蛍光強度はフローサイトメトリーを用いて測定した。 
 
4.16. 核 DNA とミトコンドリア DNA コピー数の定量 
	 AZT を 2 日間添加処置した細胞と非添加対照細胞から、SV Genomic DNA 分離キッ
ト (Promega) を用いて、総 DNA を分離した。ミトコンドリア DNA (mtDNA) 上にコ
ードされているミトコンドリア呼吸鎖複合体タンパク Cytochrome oxidase (CO) 1 及
び Nicotinamide adenine dinucleotide hydride dehydrogenase (ND) 1 と、核 DNA(nDNA)ゲ
ノム上に 1 コピー存在する Polymerase gamma 2 accessory subunit (PG2AS) を標的遺伝
子として、特異的に増幅するプライマーを Primer 3 program を用いて設計した。使用
したプライマーシークエンスは表 2 に示す。ND1, CO1, および PG2AS の PCR 産物を
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濃度定量して、これらの希釈系列を作成して、標準曲線とした。4.10.と同様に ABI7500
を用いて、検体中の CO1, ND1, PG2AS 標的遺伝子のコピー数を定量し、さらに
CO1/PG2AS および ND1/PG2AS の比を計算することで mtDNA/nDNA 比を算出した。 
 
4.17. 統計解析 
データは平均±標準誤差で示した。統計解析は GraphPad Prism version 5 software  
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) を用いて行った。一元配置分散分析および
下位検定を Bonferroni 法として多重比較検定を行うか 、または Student の t 検定を用













5.1. TMPK 過剰発現 H9c2 細胞の樹立 
	 H9c2 細胞に組換えレンチウイルスを MOI = 20 で感染させ遺伝子導入した。導入遺
伝子には AZT-MP から AZT-DP へ効率的に変換できる変異型 TMPK を、対照として
野生型 TMPK を用いた。遺伝子導入から５日後に細胞抽出液を調製した。遺伝子導入
細胞における導入 TMPK 遺伝子の発現をウサギ抗 TMPK 抗体を用いてウエスタンブ
ロッティング（図 4A, レーン 3 と 4、及び図 4B）により確認した。それに対して非遺
伝子導入親株 H9c2 細胞（図 4A, レーン 1、及び図 4B）では内在性ラット TMPK が
低濃度のバンドとして検出され、モックレンチウイルスを感染させた H9c2 細胞 （図
4A, レーン 2、及び図 4B）では、内在性ラット TMPK の発現は増加しなかった。興味
深いことに、変異型 TMPK では野生型 TMPK と比較して高分子量バンドが観察され
た（図 4A, レーン 4）。変異型 TMPK は AZT-MP から AZT-DP への変換酵素活性が高
く 11)、一時的にアデノシン三リン酸 (adenosine triphosphate; ATP)γリン酸基を TMPK
活性部位に受け取ることで中間体を形成し、その後 AZT-MP にそれを転位させること
で AZT-DP を生成する。そのため、ウエスタンブロッティングで観察された TMPK の
高分子量バンド（図 4A, レーン 4）は TMPK のリン酸化中間体を示していると考えら




5.2. AZT 代謝物蓄積の分析 
	 遺伝子導入細胞に発現させた TMPK の機能性を確認するため、逆相 HPLC を用い
て細胞内 AZT 代謝物量を測定した。変異型 TMPK 発現細胞では AZT-MP は効率的に
AZT-DP に変換され、さらに AZT-DP からヌクレオシド二リン酸キナーゼによって
AZT-TP に変換された（図 5A）。細胞内 AZT 代謝物量を比較するために、各クロマト
グラフのAZT-MPとAZT-TPの曲線下面積を計測し、AZT-TP/ AZT-MP比を計算した。
変異型 TMPK 発現細胞では、野生型 TMPK 発現細胞より顕著に高い AZT-TP/ AZT-MP
比を示した（図 5B）。これらの結果から変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞は、AZT-TP を
主代謝物として蓄積し、野生型 TMPK 発現細胞は、AZT-MP を主代謝物として蓄積す
ることを示している。 
 
5.3. AZT 活性化代謝物は細胞生存性を減少させる 
	 AZT 代謝物の細胞生存性に対する効果を検討するために、TMPK 発現細胞に種々の
濃度の AZT を加え 4 日間培養し、細胞内 ATP 量に基づき細胞の生存率を定量した（図
6A）。変異型 TMPK 発現細胞は、AZT 存在下で、用量依存性に細胞生存率の低下を示
し、50%阻害濃度 (Half maximal inhibitory concentration;  IC50) は 70 µM であった。野
生型 TMPK 発現細胞では 500 µM の AZT 濃度でも有意な生存率低下は観察されなか
った。さらに、細胞に AZT 100 µM を添加し 48 時間培養し、AZT によるアポトーシ
ス誘導について評価した。アポトーシスは AZT 添加によって変異型 TMPK 発現細胞
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では有意に亢進したが、野生型 TMPK 発現細胞では亢進しなかった (161.5%±5.88% 
vs control, n = 3,  P = 0.011) （図 6B）。本結果から AZT-TP は AZT-MP よりも H9c2 細
胞に対して毒性が強いことが示された。 
 





AZT 添加処置した変異型 TMPK 発現細胞では fission-like な断片化したミトコンドリ
アが顕著に観察された（図 7A）。それに対し野生型 TMPK 発現細胞では、AZT 処置
でもミトコンドリアネットワーク構築に変化が見られなかった。これらは、AZT 中間
代謝物の AZT-MP ではなく、活性代謝物である AZT-TP の蓄積がミトコンドリアネッ
トワーク構造を破綻させることを示唆した。次に ImageJ ソフトウェアを用いて、各
画像のミトコンドリア面積を定量した。AZT 添加処置した変異型 TMPK 発現細胞の
ミトコンドリア面積は非添加処置細胞より有意に小さかった（図 7B, 22.5±2.05%, n 




ドリアネットワークの整合性を反映する。AZT 添加処置により、変異型 TMPK 発現
細胞で有意にアスペクト比が減少し (80.6±2.1% vs 非添加処置細胞,  P < 0.01, n = 
20)、野生型 TMPK 発現細胞では AZT 処置をしてもアスペクト比は減少しなかった。
これらの結果は AZT-TP の蓄積がミトコンドリア断片化の原因となっていることを示
している。野生型 TMPK 細胞では AZT によるミトコンドリア形態の明らかな変化を
示していない。次節に続く AZT によるミトコンドリア動態を制御する因子の発現変
化については、変異型 TMPK 細胞を用いて解析した。 
 
5.5. ミトコンドリアダイナミクス制御因子の発現は AZT によって変動する 
	 上述のごとく、ミトコンドリアは複雑なネットワークを形成し、4 つの GTPase フ
ァミリータンパク； Opa1、Mfn1/2、Drp1 による fission と fusion 制御を行い、ミトコ
ンドリアの機能と細胞の恒常性の維持を行っている。定量的リアルタイム PCR（図 
8）とウェスタンブロッティング（図 9）によってこれらのタンパク発現における AZT
の効果を調べた。mRNA の発現については AZT-TP の蓄積によって、Opa1 の発現減
少（図 8, P = 0.0376, n = 3）と、Drp1 の発現増加（図 8, P = 0.0258, n = 3）が認められ
た。さらにミトコンドリア上の Drp1 受容体である Mff の発現も AZT 添加処置によっ
て増加した（図 8, P = 0.0194, n = 3）。Mfn2 の発現は AZT により影響を受けなかった
（データは非掲載）。 






膜結合長鎖型 (OPA1-L, 90kDa) と可溶性短鎖型 (OPA1-S 80kDa) の二重バンドとし
て検出される。Opa1-S は近年ではミトコンドリア fission 因子として認識されている
23)。AZT 添加処置により Opa1-L/Opa1-S 比（図 9A, P = 0.0295）が減少し、Drp1 の発
現が増加した（図 9B, P = 0.031）。さらに p-Drp1/Drp1 比もまた減少（図 9D, P =0.0432）
していることから、脱リン酸化 Drp1 がミトコンドリアに集積していることが示唆さ
れた。さらにミトコンドリア Drp1 受容体である Mff の発現レベルは AZT 処置により
増加した（図 9C, P = 0.01）。さらに抗 Drp1 抗体を用いて免疫組織学的検討を行い、
ミトコンドリアへの Drp1 転移促進を確認した（図 9E）。AZT 添加処置後に、ミトコ
ンドリアへの Drp1 局在は有意に増加した（図 9F,  P = 0.0009）。これらの結果から活
性化 AZT 代謝物の蓄積はミトコンドリア fission-fusion サイクルを障害し、ミトコン
ドリアネットワーク構造を破綻させることが示された。 
 
5.6. AZT-TP の蓄積はミトコンドリア OCR を障害する 
	 野生型および変異型 TMPK 発現細胞のミトコンドリア機能に対する AZT の効果を
検討するため、OCR を測定してミトコンドリア呼吸能を評価した（図 10A）。変異型
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TMPK、野生型 TMPK いずれの発現細胞においても AZT は基礎呼吸 (図 10B)、水素
イオン漏出（図 10C）を有意に変化させなかった。しかしながら、最大呼吸能（図 10D）
は、変異型 TMPK 発現細胞では AZT 添加により非添加対照群よりも有意に OCR が




5.7. AZT はミトコンドリア膜電位を減少させる 
	 AZT はミトコンドリア機能障害の原因となり、結果として筋障害を引き起こすこと
が示されている 24)。ミトコンドリア機能に対する AZT の影響を検討するため、AZT 添
加処置による TMPK 発現細胞のミトコンドリア膜電位の変化を JC-1 を用いて測定し
た（図 11A）。AZT 添加処置を行った野生型 TMPK 発現細胞においてミトコンドリア
膜電位の低下は認められなかった（図 11A）。AZT のミトコンドリア膜電位に対する
影響は変異型 TMPK 発現細胞において、AZT-TP 蓄積でミトコンドリア膜電位は顕著
に低下した（図 11A, P < 0.0001 vs. 野生型 TMPK）。 
 
5.8. AZT-TP の蓄積は ROS 産生を増加させる 
	 ROS は酸化的リン酸化の副生成物として主にミトコンドリアで産生され、さらに過
剰な ROS は細胞機能を障害し細胞死を誘導する。AZT 誘発性ミトコンドリア機能障
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害における ROS の役割を確かめるため、AZT 100 µM を２日間添加処置後に、ROS と
反応する DHE で細胞を染色することでミトコンドリア ROS レベルを測定した。非添
加処置対照群と比較し、変異型 TMPK 発現細胞では AZT 添加処置によってミトコン
ドリア ROS 産生が有意に増加した (P < 0.0001)（図 11B）。反対に野生型 TMPK 細胞
では、AZT を添加しても効果は示さなかった。このことは、AZT-TP 蓄積によりミト
コンドリア障害が ROS 産生亢進をもたらすことを意味する。 
 
5.9. AZT-TP の蓄積は mPTP 開口を増加させる 
	 サイクロフィリン D (CypD) はミトコンドリアマトリックスに存在するサイクロフ
ィリンファミリーのひとつであるとともに、ペプチジルプロリル・シス-トランス・イ
ソメラーゼであり、タンパクの折りたたみを制御している 25) 26)。CypD は、ミトコンド
リア透過性遷移の制御に関与し、1500 Da 以下の大きさを持つ分子の mPTP 透過性を
カルシウム依存性に増加させ、その結果ミトコンドリア膜電位低下、ミトコンドリア
膨化、ミトコンドリア膜構造の破壊、ミトコンドリアからのプロアポトーシス因子の
放出を誘導する 26)、と報告されている。サイクロスポリン A はサイクロフィリンファ
ミリーの特異的拮抗剤であり、mPTP 開口を阻害する。私は AZT 活性代謝物がミトコ
ンドリア機能障害を引き起こし、アポトーシス誘導の引き金となることを示したが、
さらに AZT 活性代謝物の蓄積が mPTP 開口率を増加させるかどうかを調べた。変異
型 TMPK 発現細胞に AZT 添加処置を行うと、非添加処置細胞と比較し mPTP 開口が
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増加した (P = 0.0026) （図 11C, 132.1%±4.78%, n = 3）。反対に野生型 TMPK 発現細
胞では AZT 添加処置によっても mPTP 開口を認めなかった。AZT 添加処置に加え、
サイクロスポリン A を同時投与した変異型 TMPK 発現細胞では、同アッセイ法によ
りにより mPTP 開口の抑制が観察された（データ非掲載）。以上より AZT 活性代謝物
である AZT-TP の蓄積が mPTP 開口を誘導し、ミトコンドリア内膜電位の減少を誘導
することが示唆された。 
 
5.10. AZT はミトコンドリア DNA 量を変化させない 
	 ミトコンドリアは tRNA、rRNA、タンパクの DNA 配列をコードする固有のゲノム
を持ち、オルガネラの機能を維持している。AZT をはじめとした NRTIs は HAART の
基幹薬であるが、NRTIs の長期内服は mtDNA 合成に必須であるミトコンドリア DNA
ポリメラーゼ (pol)-γを阻害して mtDNA 量を減少させ、このことがミトコンドリア
毒性の主因である 27)、と考えられている。そのため、変異型 TMPK 発現細胞において
AZT 添加処置により起きるミトコンドリア機能障害はミトコンドリア DNA量の比例
的な減少によるものである、と私は推測していた。この仮説を検証するため、ミトコ
ンドリア DNA 量を定量的 PCR で定量した。細胞を AZT 2 日間添加処置の有無によ
り群分けし、細胞から総 DNA を抽出した。定常状態における mtDNA と nDNA をリ
アルタイム PCR により測定し、mtDNA/nDNA 比を計算し標準化した。標準化した平
均 mtDNA コピー数は野生型 TMPK 細胞でも変異型 TMPK 細胞でも AZT 添加処置に
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よりわずかな減少を示したが、薬物非添加対照細胞と比較し有意差はなく（図 12）、




















	 本研究で私は、ラット胎児心筋芽細胞 H9c2 に変異型ヒト TMPK 遺伝子を導入する
ことで AZT の細胞内代謝を活性化し、AZT 添加処置によって短時間で細胞内に活性
化代謝物である AZT-TP が蓄積する細胞モデルを樹立した。この変異型 TMPK 細胞を
用いて、細胞生存性の低下やアポトーシスといったミトコンドリア毒性が AZT-MP 蓄






害が従来より指摘されている mtDNA 量欠失に先行して起きていることを示した。 
	 H9c2 細胞における変異型 TMPK の発現が、AZT 活性化の律速段階となっている
AZT-MP のリン酸化を誘導し 11)、細胞内 AZT-DP および AZT-TP を増加させることは、
すでに報告されている 14)。AZT によるミトコンドリア機能障害は中間代謝物の AZT-
MP の細胞内蓄積によるものであろうと考えられていたが、私は AZT-TP の細胞内蓄
積が H9c2 細胞において AZT-MP の蓄積よりもより毒性があることを証明することで、
AZT-TP の細胞内蓄積が AZT 毒性と関連していることを示した。本研究においては、
AZT-DP の影響について検討していない。AZT-DP のリン酸化反応は律速段階ではな
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いこと、理論的には Nucleoside diphosphate kinase (NDK) のノックダウンを設計して遺
伝子導入することは可能であるが、変異型 TMPK と異なり NDK をノックダウンする
と他のヌクレオシドのリン酸化も阻害し、AZT-DP の蓄積以外の影響が出現してしま
うことが予想されること、が理由である。 
	 mtDNA 複製は細胞周期とは独立して起こり 28)、その複製障害はミトコンドリア生合
成とエネルギー産生を障害し、ひいては臓器障害を引き起こす 29)。HAART がミトコン
ドリア生合成の制御不全に関わっているとされる 30)一方で、NRTIs はミトコンドリア 
pol-γを阻害するとされてきた 31)。ピリミジン環を持つ NRTIs は、HIV/後天性免疫不
全症候群の治療において、ウイルス DNA 合成を阻害する目的に使用されるが、一方
で新たに mtDNA が合成される際に内在性ヌクレオチドが組み込まれるのを阻害して
しまう。実際 NRTI 毒性の臨床徴候として mtDNA の減少がみられている 32)。本研究で
は、AZT 100 µM を添加処置した変異型 TMPK 発現細胞では mtDNA が減少していな
い（図 12）にもかかわらずミトコンドリア機能障害（図 10, 図 11）が発現している
ことから、mtDNA 複製阻害に先行して AZT-TP 蓄積によるミトコンドリア機能障害
が起きているということが示された。AZT がラット肝臓より単離したミトコンドリア
電位伝達系酵素複合体 1 を傷害し ROS 産生増加を誘導する、という報告がある 33-34)。
これらの観察からは、AZT-TP がミトコンドリア呼吸鎖を構成するタンパク複合体の
形成を阻害する可能性を示している。さらに、AZT の添加処置をした H9c2 細胞で抗
酸化剤 MitoTEMPO1 の投与により酸化ストレスが減少することが観察されたり 35)、マ
 34 
ウスにミトコンドリアスーパーオキサイドジムスターゼを過剰発現させることで
AZT 誘発性心筋傷害からの保護効果があった 36)という事実は、ROS 産生の増加がミト
コンドリア機能障害を引き起こすことを示唆する。私の研究では、抗酸化剤 N-アセチ
ルシステインが変異型 TMPK 発現細胞への AZT 添加処置により減少した細胞生存性
を回復させた（データ非掲載）、こともこれを支持する結果である。 





アターンオーバーに重要である。ミトコンドリアの fission と fusion のバランスが崩れ
るとミトコンドリアの形態に影響を及ぼす。AZT-TP 蓄積により fusion が抑制され、
fission が増えるとミトファジーが誘導される、と予測される。Opa1 の発現減少 38)ある
いは Drp1 の発現増加 39)は、ミトコンドリアの断片化を招き、ミトファジーの前段階と
なることが示されている 40-41)。私はこの現象が AZT 添加処置により起きることを観察
した。Opa1 遺伝子の発現は変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞に AZT を添加することで減
少し（図 8）、一方 Opa1-L と Opa1-S のミトコンドリアでのタンパク発現レベルはや
や増加した（図 9A）。ただ Opa1 タンパク発現量は AZT 添加の有無にかかわらず有意
差を認めなかった（データ非掲載）。さらに AZT 添加処置をおこなった変異型 TMPK
 35 
発現細胞で fission 関連分子 Drp1 発現は増加し、Opa1-S に対する Opa1-L の発現比率
は低下した（図 9A, B）。私は全細胞抽出液でも Opa1-S に対する Opa1-L の発現比率、





	 Opa1 はミトコンドリア fission を制御し、クリステの形態を含んだミトコンドリア
の質を保っており、それはつまり細胞死から防御している 42-43)。Opa1 ノックアウトマ
ウスは子宮内死亡してしまい 44)、Opa1 欠損はミトコンドリア断片化と機能障害を招く
45)。ミトコンドリア Opa1-L は m-AAA プロテアーゼとオーバーラップする zinc メタロ
プロテアーゼによりプロセッシングされ Opa1-S となり 46)、過剰発現するとミトコン
ドリア断片化をきたす 47)。様々なタイプの刺激が Opa1-L の Opa1-S へのプロセッシン
グをもたらし、ミトコンドリア機能障害を誘導する 48)。 
	 ミトコンドリア fission-fusion バランスの変化は ROS によって誘導される組織傷害
を悪化させる 49)。その結果、AZT により高度に蓄積した Opa1-S がミトコンドリア断
片化を招くことを示した（図 9A）。私は、変異型 TMPK 発現細胞に AZT-TP が蓄積す
ることで、過剰に ROS が産生されることを示した（図 11B）。これらの結果から過剰
な ROS が Opa1 プロセッシングを促し、ミトコンドリア断片化を誘導することが示唆
 36 
された。ROS が Opa1 プロセッシングに必要であるかどうかを解明するためには、過
剰な ROS の消去薬剤の効果を検討することが今後の課題である。 



















	 私のデータは AZT-TP が ROS 産生を伴ってミトコンドリア fission-fusion サイクル
に干渉し、ミトコンドリア品質管理機構を破綻させることを示した（図 13）。長期間
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図 2 ミトコンドリアネットワーク（品質管理機構）の制御 52) 
  細胞はミトコンドリアの融合と分裂を制御することで、ミトコンドリアの品質管
理を厳密に制御している。ROS によりミトコンドリアが傷害を受けると、健康なミト
コンドリアと Opa1 や Mfn1/2 を使って融合し、その内容物を混合することで傷害を軽






図 3 AZT 細胞内活性化経路と AZT 活性化代謝物の役割 
 AZT は細胞内で三段階の連続的リン酸化反応により活性化三リン酸代謝物 (AZT-
TP) に変換される。AZT-TP は HIV ゲノムの逆転写反応を阻害する⼀⽅で、AZT 代謝
物は⻑期服⽤の結果ミトコンドリア障害による致死的な⼼筋障害を引き起こす。 
 
図 4 遺伝⼦導⼊ H9c2 細胞における TMPK 発現 
A 遺伝⼦導⼊ H9c2 細胞における TMPK 発現をウェスタンブロッティングで調べ
た。GAPDH をローディングコントロールとして⽤いた。Lane 1: 親株 H9c2 細胞、
Lane 2: LV ベクターのみ感染細胞、Lane 3: LV/野⽣型 TMPK 遺伝⼦導⼊細胞、
Lane 4: LV/変異型 TMPK 遺伝⼦導⼊細胞。 
B TMPK 発現レベルの定量。 
 遺伝⼦導⼊細胞では、親株 H9c2 細胞より TMPK 発現量が多いことが⽰されて
いる。***P < 0.001、 ****P < 0.0001 vs. 親株細胞。n.s. 有意差なし vs. 親株細胞。 
データは平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。統計学的有意性は⼀元配置分散分析
を⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を⽤いて評価した。 
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図 5 TMPK 発現 H9c2 細胞内 AZT 代謝物濃度 
B AZT 500 µM を添加し 36 時間培養した H9c2 細胞から抽出した AZT 代謝物を逆
相 HPLC を⽤いて分析した代表的クロマトグラム。 
 AZT-MP（♯）、AZT-DP（♯♯）、AZT-TP（♯♯♯）の溶出時間を⽰す。 
C TMPK 発現 H9c2 の細胞内 AZT 代謝物レベルの⽐率の⽐較。 
 データは平均±標準誤差 (n = 6) で⽰した。統計学的有意性は Student の t 検
定を⽤いて評価した。 
 
図 6 活性化 AZT 代謝物により細胞⽣存性が減少する 
A 変異型 TMPK 発現細胞内の AZT-TP 蓄積は⽤量依存性に細胞⽣存性を低下させ
る。 
 細胞は AZT の⾮存在下、または AZT 濃度を段階的に上昇させて添加し 48 時
間培養し、⽣存性は Cell-Titer-Glo kit を⽤い、AZT ⾮存在下変異型 TMPK 発現細
胞における蛍光強度を対照とした。細胞⽣存性は対照に対する蛍光強度として評
価した。データは平均±標準誤差 (n = 6)で⽰した。統計学的有意性は⼀元配置分
散分析を⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を⽤いて評価した。**P < 0.01、
**** P < 0.0001 vs. 対照群。○：野⽣型 TMPK、●：変異型 TMPK 
B AZT 100 µM を添加し 48 時間培養した変異型 TMPK 発現細胞では、アポトーシ
スが増加した。 
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 AZT ⾮投与変異型 TMPK 発現細胞における蛍光強度を対照とした。Apoptotic 
index は対照に対する蛍光強度として平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。統計学的
有意性は⼀元配置分散分析を⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を⽤いて評
価した。***P < 0.001 vs. AZT ⾮添加変異型 TMPK 発現細胞。 
 
図 7  AZT-MP ではなく、AZT-TP が蓄積すると細胞内ミトコンドリアネットワーク
が破綻する 
A MitoTracker green 100 nM で染⾊後に、共焦点顕微鏡を⽤いて可視化したミトコン
ドリアネットワーク像。 
 野⽣型または変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞は AZT 100 µM を添加処置した群 
(+) または⾮添加処置群 (-) に分けた。スケールバー＝ 5 µm 
B 細胞あたりのミトコンドリア⾯積は AZT 添加処置を⾏った変異型 TMPK 発現細
胞で減少した。 
 *P < 0.05 vs. AZT ⾮添加変異型 TMPK 発現細胞。n.s. 有意差なし vs. AZT ⾮添
加変異型 TMPK 発現細胞。データは平均±標準誤差 (n = 13)で⽰した。統計学的
有意性は⼀元配置分散分析を⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を⽤いて評




図 8  AZT によるミトコンドリア fission-fusion 関連因⼦関連因⼦の遺伝⼦発現レベ
ルの変化 
 変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100 µM 添加群 (+)または⾮添加群 (-)に分け、
Opa1、Drp1、Mff 遺伝⼦発現の変化を定量的リアルタイム PCR で測定した。 
 データは平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。統計学的有意性は Student の t 検定を
⽤いて評価した。 
 
図 9 変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞におけるミトコンドリア fission と fusion 関連因⼦
のタンパク発現および Drp1 のミトコンドリアへの転移 
A-C 変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100 µM 添加群 (+)または⾮添加群 (-)に分
け、(A) Opa1-L/Opa1-S ⽐、VDAC に対する(B) Drp1、(C) Mff の発現量の変化をウ
ェスタンブロッティングで評価した。  
D p-Drp1/Drp1 ⽐の減少により⽰されるミトコンドリアへの Drp1 の転移は AZT 添
加処置により増加した。 
 データは平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。統計学的有意性は Student の t 検
定を⽤いて評価した。 
E AZT 添加処置により Drp1 とミトコンドリアの共局在が増加した。 
抗 Drp1 抗体を結合させ、ミトコンドリアを MitoRed で染⾊した蛍光顕微鏡像。
ミトコンドリアと接する Drp1（拡⼤図）を⽬視計算した。 
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F Drp1 のミトコンドリアへの転移は AZT 100 µM 添加により増加することが免疫
蛍光組織化学的に⽰された。 
 データは平均±標準誤差 (n = 50) を代表値とした。統計学的有意性は Student
の t 検定を⽤いて評価した。 
 
図 10 ミトコンドリア呼吸能の評価 
A H9c2 細胞 AZT 100 µM 添加処置群/⾮添加処置群の代表的 OCR プロフィール。基
礎 OCR を測定後、順次 (a) ⽔素イオン漏出（ATP 合成酵素阻害及び電⼦伝達系
反応の停⽌）を測定するためオリゴマイシン 1 µM を添加、(b) 最⼤呼吸能を測
定するため、CCCP 0.3 µM を添加、(c) 反応を停⽌するため、ロテノン 0.1 µM 及
びアンチマイシン 0.1 µM を添加、し培養した。○: AZT ⾮添加野⽣型 TMPK 細
胞； ●: AZT 添加野⽣型 TMPK 細胞； △: AZT ⾮添加変異型 TMPK 細胞； ▲: 
AZT 添加変異型 TMPK 細胞 データは平均±標準誤差 (n = 5) で⽰した。 
B OCR（基礎レベル） 
C 平均 OCR（⽔素イオン漏出） 
D 平均 OCR（最⼤呼吸能） 
統計学的有意性は⼀元配置分散分析を⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を
⽤いて評価した。* P < 0.05 vs. AZT ⾮添加変異型 TMPK 発現細胞。 
 
 52 
図 11 AZT-TP 蓄積はミトコンドリア機能障害を招く 
A AZT-TP 蓄積はミトコンドリア膜電位を著しく低下させる。 
 野⽣型または変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100µM 添加処置群 (+)また
は⾮添加群 (-)に分け、ミトコンドリア膜電位をミトコンドリア膜電位センサー
JC-1 を⽤いてモニターした。緑⾊に対する⾚⾊ JC-1 蛍光強度を⽰す。データは
平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。* P < 0.05、 *** P < 0.0001vs. AZT ⾮添加変異
型 TMPK 発現細胞。 
B AZT-TP 蓄積は ROS 産⽣を増加させる。 
 野⽣型 TMPK 及び変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100 µM 添加処置群 (+)
または⾮添加群 (-)に分け、ROS レベルをスーパーオキシドアニオン特異的蛍光
プローブ DHE で測定した。蛍光強度データは平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。
*** P < 0.0001 vs. AZT ⾮添加変異型 TMPK 発現細胞。 ***P < 0.0001 vs. AZT ⾮
添加変異型 TMPK 発現細胞。 
C AZT-TP 蓄積は mPTP 開⼝を起こす。 
 野⽣型または変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100µM 添加処置群 (+)また
は⾮添加群 (-)に分け、mPTP 開⼝はカルセイン-コバルト法で測定し、対照との
相対パーセンテージで⽰す（平均±標準誤差;n = 3）。**P < 0.001、*** P < 0.0001vs. 





図 12 mtDNA/nDNA ⽐は AZT 処置によって影響を受けない 
 野⽣型または変異型 TMPK 発現 H9c2 細胞を AZT 100 µM 添加処置群 (+)または⾮
添加群 (-)に分けた。 
A ポリメラーゼガンマ 2 アクセサリーサブユニット (PG2AS) に対するチトクロー
ムオキシダーゼ (CO) 1 の⽐ 
B PG2AS に対するアデニンジヌクレオチドヒドリドハイドライドジヒドロゲナー
ゼ (ND) 1 の⽐ 
 データは平均±標準誤差 (n = 3) で⽰した。統計学的有意性は⼀元配置分散分析を
⾏い事後検定として Bonferroni 多重⽐較を⽤いて評価した。 
 
図 13 まとめ 
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表 1 ミトコンドリア動態制御因⼦の遺伝⼦発現レベルの定量に⽤いたプライマー 
標的遺伝⼦ プライマーシークエンス 
Rat Drp1 Forward: 5ꞌ-tgacatcttgaccgccatta-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-tgggctcctctagacgctta-3ꞌ 
Rat Opa1 Forward: 5ꞌ-tcatggatccgaaagtgaca-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-atccttctgcagcaccaact-3ꞌ 
Mff Forward: 5ꞌ-acatgcgcattggagcagta-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-gccccactcaccaaatgaga-3ꞌ 
Mfn2 Forward: 5ꞌ-tacgtgtatgagcggctgac-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-attatcccgggtgatgtcaa-3ꞌ 






















表 2 mtDNA コピー数の定量に⽤いたプライマー 
標的遺伝⼦ プライマーシークエンス 




Cytochrome oxidase (CO)1 Forward: 5ꞌ-ggagcagtattcgccatcat-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-cgacgaggtatccctgctaa-3ꞌ 
Polymerase gamma 2 accessory subunit (PG2AS) Forward: 5ꞌ-gatcaccaagaacagcagca-3ꞌ 
Reverse: 5ꞌ-tacacaagggggtctccaag-3ꞌ 
 
 
 
